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のYPGAはD一鏡像体のグルタミン酸のみか らな り、細胞表層に強固に結合 して
いる点で他の2つ と異なる。YPGAは細胞の最外部へ作 られることか ら、多様な
環境変化への対応、栄養素の取 り込み、外敵か らの自己保護、細胞間情報伝達
な どの細胞機能 と関係があると考え られる。
YPGA合成酵素遺伝子(oaρ8CA:3っORFからなるオペロン)は 、Makino
'らによって βao伽saη伽ac∫sの感染因子として同定され、その後、相同性を手





























セ ンサー2成 分制御系を成す受容体 ヒスチジン リン酸化酵素一 レスポンス レギ
ュレーター(ComP-ComA)の制御下 にあるが、そこか ら合成酵素caρB(語発現へ
至る下流の経路は不明である。
一方、生産されたYPGAは生産菌 自身の分解 ・消化作用により定常期後期 に培
地中から消失することが知 られてお り、これがYPGA発酵生産における不安定性




物学的意義と合成 ・分解機構の全容解明を目指 して遺伝生化学的手法 によ り研
究を行った。本研究では、納豆工場で発酵不良を引き起 こすファージの増殖が
YPGA分解酵素生産を伴 うこと、および納豆菌 自身がYPGAを分解することを手
がか りとして、YPGAの生体防御機能(バ クテ リオファージに対する防御機能)
と栄養貯蔵機能(分 解産物グルタミン酸の定常期の細胞による再利用)を 明ら
一85一
かにした。また、エン ド型 ・三[キソ型の2段 階からなるYPGAの分解機構を発見
して、分解酵素欠損変異株によるYPGAの安定 ・大量発酵生産法を確立 した。





納豆工場(埼 玉県)の 発酵不良納豆か ら分離されたファージ(ΦMT1と命名)
を納豆菌(8ac伽5sμb撚sの訪oのに感染させると、MOl(multipIicityofinfection)




の 単 量 体 タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き た(Fig.2)。 こ の 酵 素
(poly-gamma-glutamatehydrolaseP=PghP)はYPGAをエン ド型に切断 し、重





































菌か らyl〃の 遺伝子を含 むゲノム断片をクローニ ング し(配 列情報はDDBJ
accessionnumberAB196782に登録)、破壊株を作製 してその機能を解析した。
99'とy1〃の の2重 破壊株はまったくYPGAを分解せず、培地中に合成直後 と同




れることは、他の多くの高分子(タ ンパク質、核酸、デ ンプンなど)に おいて

























































納豆菌 と実験室株のdθgQ遺 伝子を比べると、アミノ酸配列は完全に一致 し
ている。しか し、5'上流の制御領域中には、転写開始点から10bp上流に一塩基
の違い(実 験室株ではC、 納豆菌ではT)が 見つかった。 この変異は、実験室
株においてプロモーター変異degQんy36としてMsadekらによって報告され・












分制御系を構成 し、DegSはレスポンス レギュレーターであるDegUを リン酸













制御 しているかどうかについてゲルシフ ト法により検討 した。大腸菌生産DegU
タンパ ク質は、oaρβ(訊オペロン5'上流一497(転写開始点を+1とする)ま での
領域 と結合することが確認された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
DL† ポ リグル タ ミン酸(γPGA)は,グ ル タ ミン酸 が γペ プ チ ド結 合でつ な が った高 分子 で,
80ご'〃粥 属 細 菌 の黄 膜 を構 成 してい る。納 豆菌(Bacillusstubtilisvar.natto)が作 る γPGAは分子量 が
2MDaを超 え,吸 水性,保 湿 性,粘 性,金 属イ オ ン結合性 な どの性 質 を持つ こ とか ら,食:品,化 粧品
な どに応用 されて いる。 また,放 射線 照尉 に よってゲル化す るので,生 分解性高 分子材料 として も注
目され てい る。一方,γPGAは炭 ソ菌(βαcf〃耶 βπ伽 αoj∫)の感染 因子 であ り,基 礎微生物 学的 にも重
要な機能 をも ってい ると考 え られ てい る。納 豆菌 の γPGA生産は,培 養条件に大き く影響 され,且 つ,
再 現性や生 産量 の安 定性 が低い。納 豆菌に よる γPGA生産 の微 生物学 的背景,と りわ け,γPGA合成
酵素 の発現制御 と生産菌 自身に よる γPGA分解 系には不明な点 が多い。
本研 究者 の所属 す る研 究室 では,納豆菌 のγPGA合成 が細胞密 度に よる制御(クオーラムセ ンシング)
を受 けるこ とを明 らかに し,遺 伝 学的手法 に よるγPGA研究 を可能 に して きた。 この よ うな背景 か ら
本研 究者 は,γP(込の合成 お よび分解 の仕 組み とそ の制御 機構 の全容 を解 明 し,そ の微 生物 学的意義
を明 らふに した。
本 審査論 文におい て本研 究者 は,以 下 の事実 を明 らか に した。す なわ ち,(1)γPGA合成 酵素遺伝
子c4P8cAの発 現 制御 系 が・Comx-ComP-ComA-DegQ-DegS-Degu-cap3CAからな る情報伝 達 系 を
構成 し,γPGA合成が細胞密度 と栄養条件 に よって精緻 にコン トロール され ているこ と,(2)4889遺
伝 子の プロモー ター変異が,実 験室株(Bacillussubtilis168)のγPGA非生産性の理 由のひ とつ である
こ と,(3)機能不 明であったDegQが,Degsのリン酸化能 の制 御 に関わ るこ と,(4)γPGA生産量 の
不安定性 の原 因が,YwrD,GGT,RacElYrpCが関与す る定常期後;期に起 こる γPGAの分解 ・再資化
の作用 であ るこ と,(5)GGTがγPGAのN末 端 か ら鏡像体 の 区別 な くグル タ ミン酸 を遊 離す る活性
を持 ち,ComP-ComA二成分制御 系に よる細胞密度 に よる発現制御 を受 け ること,(6)YwrDがGGT
の基質 となる分子量0.iMDaのγPGA分解 中間体 の生成 に必要 なこ と,(7)グル タミン酸 ラセ マーゼ
(RacEおよびYrpC)がD一グル タミン酸 の資化 に必 要なこ と,(8)γPGAがバ クテ リオ ファー ジに対
す る防御機能 と栄養貯蔵物 質 と して の機能 を持 つ こ と,(9)γPGA生産菌 に感染 し増殖 で きるバ クテ
リオ ファー ジが γPGA分解 酵素(PghP)を生産す るこ と,お よび(10)バ クテ リオフ ァー ジNIT1の
p8んP遺伝子の塩基配列の決定,で あ る。
以 上の よ うに本 研究 は,細 胞 密度 に よる γPGA合成制御 系,定 常期後期 にお ける分解 系,お よび
γPGAの微 生物学的機能 を解 明 した ものであ り,審 査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授
与す るに値す るもの と認定 した。
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